













three  common  in vitro assays  for  total antioxidant  activity  (TAC)  testing:  the Trolox Equivalent 
Antioxidant  Capacity  (TEAC),  the  Ferric  Reducing  Antioxidant  Potential  (FRAP)  and  the  2,2‐






C  increased TEAC and FRAP, but had no effect on DPPH or FCR;  (iii) Phenolic acids  lacking a   
3‐hydroxyl group had significantly lower FRAP or DPPH than compounds having this structure, 
while  TEAC  or  FCR were  not  affected.  Results  demonstrated  that  any  TAC‐based  ranking  of 
phenolic rich samples would very much depend on the choice of assay, and argue for use of more 
than one technique. As an illustration, we compared results of the above four assays using either 






Plant  polyphenols  are  secondary  metabolites  with  strong  antioxidant  capacities.  Although 
primarily synthesized  for  the plants’ own defense against oxidative stress  [1,2],  these compounds 
retain the ability to act as antioxidants ex planta and thus largely contribute to the pharmaceutical and 
dietary  properties  of  plant  derived  food  [3].  Consequently,  characterization  of  polyphenols  as 
antioxidants  is essential for both plant biology and human nutrition. Flavonoids, as well as many 
other plant polyphenols, possess a  chemical  structure  ideal  for  free  radical  scavenging  [4]. Their 
antioxidant properties  include  reactivity  to a variety of  reactive oxygen species  [5–11], as well as 
metal chelating  [12,13]. Due  to  the  large diversity of  these compounds, antioxidant properties are 
generally  characterized  as  total  antioxidant  capacities  (TAC).  TAC  methods  assess  antiradical 
activities using either synthetic free radicals or metal ion, such as Fe3+ or Cu2+ complexes. There are 
two mechanisms  for  the  radical  scavenging  reactions of phenolic  antioxidants:  a hydrogen  atom 
transfer from the phenolic OH group; and an electron transfer followed by a proton transfer. The 
most  frequently used  free  radicals  are  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  (DPPH  [14])  and  the  cation 
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radical  of  2,2′‐azinobis(3‐ethylbenzothiazoline)‐6‐sulfonate  (ABTS)  of  the  Trolox  Equivalent 
Antioxidant Capacity  (TEAC) assay  [15]. The  ferric  ion reducing antioxidant power  (FRAP) assay 
had been designed  to measure  the antioxidant potential of plasma  [16] and was adapted  later  to 
evaluate  plant  extracts  [17]. While  TEAC  and  FRAP  are  recognized  as  electron  transfer  based 
methods, the chemistry of the DPPH assay is more complex. Evidence was presented for hydrogen 
atom abstraction [18] and also for electron transfer between polyphenols and the DPPH radical in 









and FCR of diverse extracts prepared  from a variety of  tropical plants, and  concluded  that TAC 





this  is  the  first  work  that  shows  a  comparison  of  all  four  techniques  and  examines  possible 
redundancies. Interchangeability of assays would assume that different techniques assigned higher 
TAC  to  compounds belonging  to  the  same polyphenol group. Therefore, we also examined how 








are  relevant  to  antioxidant  capacities of plant  extracts  containing  these  compounds,  for  example 
whether structurally different compounds can lead to an additive TAC in plants. Reports on this issue 





Phenolic  compounds used  in  this  study  are  listed  in Tables  1  and  2. These were  chosen  to 
exemplify  phenolic  compound  groups with  documented  antioxidant  properties. Anthocyanidins 





and  principal  flavanones  in  common  citrus  fruit  juices  were  evaluated  using  TEAC  [39]. 
Hydoxybenzoic  (phenolcarboxylic)  acids  and  hydroxycinnamic  acids  are  two  large  groups  of 
phenolic acids, distinguished by the chemical nature of the substitute in position‐1 of the phenolic 






Compound  1 2 3 4 5  6 
Hydroxybenzoic acids
2,3‐dihydroxybenzoic acid  COOH  OH  OH  H  H  H 
4‐hydroxybenzoic acid  COOH  H  H  OH  H  H 
Gallic acid  COOH  H  OH  OH  OH  H 
Syringic acid  COOH  H  OMe  OH  OMe  H 
Vanillic acid  COOH  H  OMe  OH  H  H 
Hydroxycinnamic acids
Caffeic acid  Acr  H  OH  OH  H  H 
Caftaric acid  AcrTa  H  OH  OH  H  H 
p‐coumaric acid  Acr  H  H  OH  H  H 
Trans‐3‐hydroxycinnamic acid  Acr  H  OH  H  H  H 
Trans‐ferulic acid  Acr  H  OMe  OH  H  H 





Compound  2–3 3 4 7 3′  4′  5′
Anthocyanidins
Cyanidin  d  H  OH  OH  OH  H  OH 
Delphinidin  d  H  OH  OH  OH  OH  OH 
Malvidin  d  H  OH  OMe  OH  OMe  OH 
Pelargonidin  d  H  OH  H  OH  H  OH 
Dihydroflavonols
Dihydrokaempferol  s  2H  =O  OH  H  OH  H 
Dihydromyricetin  s  2H  =O  OH  OH  OH  OH 
Dihydroquercetin  s  2H  =O  OH  OH  OH  H 
Flavanols
Catechin  s  OH  2H  OH  OH  OH  H 
Epicatechin  s  OH  2H  OH  OH  OH  H 
Flavanones
Hesperetin  s  2H  =O  OH  OH  OMe  H 
Hesperidin (Hesperetin‐7‐O‐rutinoside)  s  2H  =O  ORut  OH  OMe  H 
Naringenin  s  2H  =O  OH  H  OH  H 
Flavone




Compound  2–3 3 4 7 3′  4′  5′
Flavonols
Galangin  d  OH  =O  OH  H  H  H 
Isorhamnetin  d  OH  =O  OH  OMe  OH  H 
Kaempferol  d  OH  =O  OH  H  OH  H 
Kaempferol‐3‐O‐glucoside  d  OGlc  =O  OH  H  OH  H 
Kaempferol‐3‐O‐glucuronide  d  OGln  =O  OH  H  OH  H 
Kaempferol‐3‐O‐rutinoside  d  ORut  =O  OH  H  OH  H 
Myricetin  d  OH  =O  OH  OH  OH  OH 
Myricetin‐3‐O‐glucoside  d  OGlc  =O  OH  OH  OH  OH 
Quercetin  d  OH  =O  OH  OH  OH  H 
Quercetin‐3‐O‐galactoside  d  OGal  =O  OH  OH  OH  H 
Quercetin‐3‐O‐glucoside  d  OGlc  =O  OH  OH  OH  H 
Quercetin‐3‐O‐glucuronide  d  OGln  =O  OH  OH  OH  H 
















Compound  TEAC FRAP DPPH  FC 
Anthocyanidins
Cyanidin  1.267  2.136  1.445  1.245 
Delphinidin  2.030  2.043  1.585  1.173 
Malvidin  1.402  1.066  0.714  0.942 
Pelargonidin  0.998  1.155  0.577  0.597 
Dihydroflavonols 
Dihydrokaempferol  0.307  0.092  0.029  0.741 
Dihydromyricetin  1.256  0.747  1.003  0.603 
Dihydroquercetin  0.598  0.962  0.741  0.785 
Flavanols 
Catechin  1.888  1.255  1.146  1.040 
Epicatechin  2.081  1.082  0.178  0.987 
Flavanones 
Hesperetin  0.659  0.057  0.079  0.869 
Hesperidin (Hesperetin‐7‐O‐rutinoside)  0.769  0.031  0.016  0.856 
Naringenin  0.326  0.000  0.000  0.760 
Flavones 





Compound  TEAC FRAP DPPH  FC 
Flavonols 
Galangin  0.801  0.161  0.255  0.586 
Isorhamnetin  0.718  0.783  0.423  1.145 
Kaempferol  0.778  0.852  0.427  0.702 
Kaempferol‐3‐O‐glucoside  0.598  0.031  0.000  0.491 
Kaempferol‐3‐O‐glucuronide  0.535  0.021  0.000  0.516 
Kaempferol‐3‐O‐rutinoside  0.285  0.026  0.000  0.455 
Myricetin  2.170  2.105  1.349  1.100 
Myricetin‐3‐O‐glucoside  1  1  1  1 
Quercetin  1.743  2.945  1.470  1.496 
Quercetin‐3‐O‐galactoside  0.794  1.332  1.130  0.993 
Quercetin‐3‐O‐glucoside  0.702  1.425  1.067  1.124 
Quercetin‐3‐O‐glucuronide  0.654  1.281  1.092  1.088 
Quercetin‐3‐O‐rutinoside  0.688  1.188  1.050  1.132 
Hydroxybenzoic acids 
2,3‐dihydroxybenzoic acid  0.744  1.875  0.784  0.528 
4‐hydroxybenzoic acid  0.021  0.000  0.000  0.197 
Gallic acid  1.903  1.503  1.098  0.535 
Siryngic acid  0.875  0.853  0.462  0.278 
Vanillic acid  0.511  0.026  0.246  0.391 
Hydroxycinnamic acids 
Caffeic acid  0.628  1.813  0.763  0.596 
Caftaric acid  0.617  1.792  0.852  0.537 
p‐coumaric acid  0.335  0.000  0.011  0.380 
Trans‐3‐hydroxycinnamic acid  0.383  0.000  0.000  0.312 
Trans‐ferulic acid  0.759  0.419  0.370  0.508 
o‐coumaric acid  0.574  0.000  0.008  0.397 
Other 
Ascorbate  0.629  0.666  0.457  0.234 























latter,  it  should  be  emphasized  that  results  of  the  four  assays were  not  independent.  Pair wise 




  TEAC FRAP DPPH
FRAP  0.4321  ‐  ‐ 
p < 10−4 
DPPH  0.4314  0.8137  ‐ 
p < 10−4  p < 10−4 
FCR  0.3068  0.3951  0.4499 
p = 3.76 × 10−4  p < 10−4  p < 10−4 
Table  4  shows  that  although  most  method  pairings  were  characterized  by  relatively  low 
regression coefficients (R2), all linear regressions were statistically significant at p < 0.001. Although 
its TAC nature  is well‐recognized  [43], FCR  is also an established method  for assessing  the  total 
phenolic content in plant samples. There is an important general consequence of these results which 
applies to any other experiment with plant‐derived samples, and it is to interpret strong correlations 





separately. There  is a well‐established hierarchy of  flavonoids  in  terms of chemical structure and 
antioxidant capacities. However, these studies are usually concentrated on one method only. TEAC 











13 had  at  least  two hydroxyl groups  in  ring‐B,  confirm  the  above by  showing  that  this  catechol 
structure in ring‐B was p < 1% significantly coupled to high TAC values of all four methods (Table 5). 
The novelty of our finding is that compounds with catechol structure had higher FCR as well. 
Table  5.  One way  ANOVA  testing  the  null  hypothesis  that  the  presence  of  various  flavonoid 
structures (in rows) as nominal factor had no effect on the specific TAC (in columns). 
Structure  TEAC  FRAP  DPPH  FCR 
Flavonoids
3′‐OH and 4′‐OH both present in ring‐B *  0.560 
#  0.746  0.833  0.654 
p = 2.93 × 10−3  p < 10−4  p < 10−4  p < 10−4 
2,3 double bond and 4‐oxo both present in ring‐C  p = 0.232  p = 0.868  p = 0.874  p = 0.932 
3‐OH present in ring‐C  0.703  0.548  p = 0.075  p = 0.062 
p < 10−4  p = 3.78 × 10−3 
Phenolic acids
3‐OH absent  p = 0.250  −0.740  −0.670  p = 0.057 




Ring‐C  2,3 double bond  in  conjugation  4‐oxo  function was  reported  to  enhance TEAC  [49], 
although Rice‐Evans et al. [4] suggested that the ring‐C 2,3 double bond was less important for high 







Flavonoids  are  generally  present  in  plants  as  glycosides,  and  many  as  3‐O‐glycosides. 
Glycosylated  flavonoids  were  found  to  have  lower  TEAC  [4]  and  DPPH  [46,50]  than  their 
corresponding  aglycones.  Hydrogen  bond  between  ring‐C  3‐OH  and  ring‐B  hydroxyl  groups 
influences the torsion of the whole molecule, and removal of 3‐OH was postulated to lessen electron 
delocalization  capacity  via  abrogating  co‐planarity  [51,52].  In  our  data  set,  11  of  the  studied  26 
flavonoids had a 3‐OH substitution in ring‐C, and the presence of this substituent correlated with 
high TEAC and high FRAP at p < 1%  (Table 5),  confirming  the above  studies. Effects of  ring‐C3 
substitution on DPPH or FCR were not statistically significant in our data set, although barely failed 
the threshold (p = 0.075 and 0.062, respectively). The striking difference between DPPH assay results 
of  kaempferol  and  kaempferol‐glycosides  have  already  been  observed  [50],  but we  found much 
smaller differences  for quercetin and myricetin derivatives  (Table 3) which may cause  the  lack of 
statistical correlation in the whole data set. Lipophilic free flavonoid aglycones are far less abundant 
than water‐soluble glycosides [53–55]. There is no agreement whether the presence of aglycones is 

























kaempferol  glycosides  [58,59].  In  this  way,  growth  light  and  temperature  provide  a  tool  for 
manipulating flavonoid compositions in plant‐based food. However, different TAC methods would 





conditions  and  flavonoid  compositions  or  performed  on  medicinal  plants  rich  in  kaempferol 
glycosides [60–62]. 
Although most studies focus on flavonoids as main antioxidants, phenolic acids also contribute 















data  sets. Hydroxyl groups highlighted  in  color  significantly  increased TACs measured with  the 
assays encircled in the same color. A different influence of the same structural feature on the outcome 









of grapevine  leaf  samples. Grapevine  leaves are  reportedly  rich  in polyphenols  [63,64] and  their 
composition is affected by climate [65]. In our study, Pinot noir leaf samples were collected in two 
consecutive years at the same phase of plant development (see Materials and Methods for details). 
Phenolic  components were determined using HPLC‐MS,  and we  found  that  leaves  in  year  2012 
contained lower amounts of the same phenolic compounds than in the year 2013 (Table 6). This is 
probably due to a climate effect: 2012 was a drier year than 2013, total precipitation between budbreak 












Correlating  climate  factors  and phenolic  compositions was beyond  the  scope of  the present 
study, but leaves from these two years provided ideal model samples being qualitatively identical, 
but having small quantitatively differences in composition, which is frequently observed under field 




Compound  TEAC FRAP DPPH  FCR
year‐2013 average (% of year‐2012 average)  120.12%  126.13%  111.50%  132.16% 
comparison of year‐2012 and year‐2013 averages   
p value of paired t‐test  <10−4  <10−4  1.55 × 10−3  <10−4 
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Although  phenolics  are  abundant  in  grapevine  leaves,  these  contain  an  array  of  other 
antioxidants, such as ASA, α‐tocopherol or β‐carotene, which may also contribute to positive TAC 
assay results. Our first question was whether quantitative changes in phenolics were the main factor 
behind differences between TAC of  the  two  leaf  samples. To  test  this,  two mixtures of pure  test 



































Pure  test  compounds  for  TAC  measurements  were  purchased  from  Extrasynthase  (Lyon, 
France)  and  stored  at  4  °C  with  the  exception  of  apigenin,  kaempferol‐3‐O‐glucuronide  and 








from  each  of  three different plants  and  samples were  lyophilized. Leaves were  collected  in  two 







in  incubation  temperature as described earlier  [66]. 20 μL diluted plant extract or  test compound 
samples were mixed with 90 μL Folin‐Ciocalteu reagent (diluted with distilled water 1:10) and 90 μL 










solution  and  conversion  of  the  cation  radical  into  colorless ABTS was  followed  as  decrease  in 
absorption at 651 nm. Instead of Trolox, Myr‐3‐glc was used to prepare a calibration curve and TEAC 



































rate  was  0.85  mL∙min−1,  and  the  detector  wavelengths  were  set  at  320,  330,  and  370  nm.  The 




used  as  the  collision  gas  in  the  ion  trap.  The mass  optimization  for  the  ion  optics  of  the mass 
spectrometer was performed for quercetin m/z 301. The MSn experiments were performed in auto up 
to MS3  in  a  scan  from m/z  200–2000.  The  standards,  chlorogenic  acid,  quercertin‐3‐O‐glucoside, 











dependent/independent variables (unlike R2 and p) and  the purpose of  the calculation was to  test 
connectivity between TAC  rather  than  to give mathematical  formulae  to calculate one TAC  from 
another. 
Effects of various structural aspects of the studied compounds on TAC values were evaluated 
using one‐way ANOVA.  In  this analysis, a chosen structural feature was used as an  independent 
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nominal  variable  (for  example,  the  presence  or  absence  of  a  certain  substitution  pattern)  and 
quantitative data from the chosen TAC measurement were used as a dependent variable. The null 
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